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(54) Titte: METHOD FOR MARKING SOLID, LIQUID OR GASEOUS SUBSTANCES 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR MARKIERUNG VON FESTEN, FLOSSIGEN ODER GASFORMIGEN SUBSTANZEN 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for marking solid, liquid or gaseous substances, whereby the substance to be marked is provided 
with at least one synthetically produced nucleic acid sequence. Said nucleic acid sequence contains a first sequence section constructed with 
the 5' terminal end. a second sequence composed of at least two bases and connected to said nucleic acid sequence, and a third sequence 
section constnicted with the 3* terminal end and connected to the said nucleic acid sequence. In order to simplify the identification of the 
marking, the invention provides that a first primer group is used with a first primer section corresponding to the first sequence section and 
a second primer group is used with a third primer section conesponding to the third sequence section. Every primer group four comprises 
differing primer variants in at least one additional respective base which is provided on the end so that exactly one primer variant of the 
first primer group togedier with exactly one primer variant of the second primer group is complimentary to the nucleic acid sequence. 

(57) Zusammenfessung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahien zur Maricierung von festen, flUssigen oder gasfttrmigen Substanzen, wobei die zu markierende 
Substanz mit mindestens eincr synthetisch hergestellten NukleinsSuresequenz versehen wird, die einen ersten das 5'-tcmiinaIe Endc 
bildenden Scquenzabschnitt, einen damit veibundenen zweiten aus mindestens zwei Basen bestehenden Sequenzabschnitt und einen damit 
veibundenen dritten das 3*-terminale Ende bildenden Sequenzabschnitt aufweist. Zur Vcreinfachung der Idcntifizicrung der Markierung 
wud vorgcschlagen, daB einc erste Primergmppe mit einem zum ersten Sequenzabschnitt konespondierenden ersten Primerabschnitt und 
eine zweite Primergruppe mit einem zum dritten Sequenzabschnitt korrespondierenden dritten Primerabschnitt verwendet wird, wobei jede 
der Primergnippen vier, sich jeweils in mindestens einer zusatzlichen endstSndig vorgesehenen Base unter scheidende Primervarianten 
umfaBt, so daB genau einc Primervariante der ersten Primergruppe zusammen mit genau einer Primervariante der zweiten Primergruppe zur 
Nukleinsfluresequenz komplementflr ist. 
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Verfahren zur Markierung von festen, flussigen oder gasfom.!- 
gen Substanzen. 

Die Erfindun, betrifft eln Verfahren nach de» Oberbegrift des 
Anspruchs 1. Sie betrifft ferner ei„en Kit zur Durchrthrun, 
des Verfahrens nach Anspruch 1, 

Ein solches Verfahren ist aus der US 5,643,728 bekannt. Dabei 
xst die Markierung in einem bestimn^ten SequenzabschnUt exner 
Nukleinsauresequenz entl.a.cen. Zur Identification der Markie- 
rung wird die Nukleins.uresequenz unter Anwendung der Polyme- 
rase-Ketten-Raektion (pcr) vervielfaitigt . Anschlie.end wird 
die in. vervielfaltigten Produkt enthaltende Markierung mit- 
tels Sequenzierung identif iziert. 

Ein weiteres Verfahren ist aus der DE 44 39 896 Al bekannt 
Dabei beherbergen die der zu markierenden Substanz zugefugten 
DNA-MolekUle einen Langenpolymorphismus, welcher die Markie- 
rung tragt. Zur Identif ikation der Markierung werden die DNA- 
Molekule .ittels PCR vervielf altigt und dann einer Gel- 
Elektrophorese unterzogen. Die als Ergebnis der Gel- 
Elektopohrese beobachtbare Bandensequenz repr.sentiert ^hn- 
Uch einem Strichcode die Markierung. Die Bandensequenz kann 
auch in eine 5;ahl ubersetzt werden. 

Die vorerwahnten Verfahren sind in mehrfacher Hinsicht nach- 
teilig: 



zur 



a) Die Verfahren sind zeit- und kostenaufwendig, weil 
Identifikation der Markierung sowohl eine PCR als auch eine 
Gel-Elektroporese durchgefiihrt werden miissen; 
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b) die Verfahren sind schwer automatisierbar, weil die bei 
g der PCR gebildeten Reaktionsprodukte zur Durchfuhrung der 

_ Gel-Elektrophorese auf ein Gel ubertragen werden mussen; 

I 5c) die Verfahren sind fehleranfallig, weil zu deren Durch- 

fuhrung eine Vielzahl von kontaminationsempfindlichen Pipet- 
,^ tiervorgangen erforderlich sind; 



10 



15 



20 



30 



d) die Verfahren sind aufwendig, weil zu einer Markierung 
einer Vielzahl von Substanzen die gleiche Anzahl an Markie- 
rungs-DNAs hergestellt werden muli. 



Ein weiteres Verfahren ist aus der US 5,139,812 bekannt. Da- 
bei wird eine vorgegebene NukleinsSuresequenz enthaltende 
Tinte zur f alschungssicheren Markierung von GegenstSnden ver- 
wendet. Urn eine Mehrzahl von Gegenstanden unterscheidbar zu 
markieren, werden mit der Tinte unterschiedliche Beschriftun- 
gen aufgebracht. Zur Identif ikation einer solcheritialJen aufge- 
brachten Markierung wird die Beschriftung mittels einer Farb- 
reaktion sichtbar gemacht. Die Identif ikation kann auch durch 
eine radioaktive Markierung der verwendeten Nukleinsaurese- 
quenz erfolgen. - Dieses Verfahren ist vor allem deshalb 
nachteilig, weil die Aufbringung einer unterscheidbaren Mar- 
kierung umstandlich ist und zur Identif ikation der markierte 
25 Gegenstand zerstSrt werden mufi. 

Aus der WO 95/17737 ist es weiterhin bekannt, zur Markierung 
von Kunstgegenstanden das Blut des Ktinstlers zu verwenden. 
Zur Identifikation wird die Markierung mit einer hinterlegten 
weiteren Blutprobe mittels DNA-Analyse verglichen. - Dieses 
Verfahren ermoglicht nicht ohne weiteres die Herstellung ei- 
ner Vielzaiil unterschiedlicher Markierungen. Die Indentifika- 
tion ist aufwendig. 
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Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren und einen Kit zu 
dessen Durchfiihrung anzugeben, mit dem eine Vielzahl von Sub- 
I stanzen oder Gegenstanden falschungssicher und unterscheidbar 

I 5 markier- und nachfolgend kostengunstig und schnell identifi- 

zierbar ist. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 20 
gelost. Zweckma/iige Ausgestaltungen der Erfindung ergeben 
sich aus den Merkmalen der AnsprUche 2 bis 19 und 21 bis 27. 
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Nach der verf ahrensseitigen LOsung der Erfindung ist vorgese- 
hen, daft zur Identif ikation eine erste Primergruppe mit einem 
zum ersten Sequenzabschnitt korrespondierenden ersten Pri- 
15 merabschnitt und eine zweite Primergruppe mit einem zum drit- 
ten Sequenzabschnitt korrespondierenden dritten Primerab- 
schnitt verwendet wird, wobei jede der Primergruppen vier, 
sich jeweils in mindestens einer zusatzlichen endstandig vor- 
gesehen Base unterscheidende Primervarianten umfaBt, so daft 
genau eine Primervariante der ersten Primergruppe zusammen 
mit genau einer Primervariante der zweiten Primergruppe eine 
Amplif ikation der Nukleinsauresequenz ermoglicht. 



20 



25 



Mit dem erf indungsgemSften Verfahren kann auf einfache Weise 
eine unterscheidbare Markierung bzw. innere Numerierung einer 
Vielzahl von Gegenstanden erfolgen. Es kSnnen mit einer rela- 
tive kleinen Anzahl unterschiedlicher Markierungs- bzw. Nu- 
kleinsauresequenzen eine grofte Anzahl an unterschiedlichen 
Markierungen bereitgestellt werden. Die Markierungen sind 
30 schnell und ohne groften Aufwand identif izierbar. 

Nach einer Ausgestaltung der Erfindung weist die Nukleinsau- 
resequenz mehr als 20, vorzugsweise 40 Nukleotide, auf. 
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Zur Markierung werden vorteilhafterweise Nukleinsauresequen- 
zen verwendet, die im zweiten Sequenzabschnitt sich unter- 
schexden. Dieser besteht vorteilhafterweise aus zwei Teilbe- 
reichen, von denen jeder mit mindestens einer Base besetzt 
1st. Die Koiubination der beiden Teilbereiche ermoglicht die 
Darstellung von insgesamt sech,-hn verschiedenen NukleinsSu- 
revarianten, nSmlich Adenin (=a) - a, a - Thymidin (=t) a - 
Guanin (=G) , A - Cytosin (=C), T - A, T - T, T - g T -'c G 

C-'c. Die'l6 
Nuklemsaurevarianten bilden einen Nukleinsauresatz. 

vorteilhafterweise ist der zweite Seguenzabschnitt aus zwei 
Teilbereichen gebildet, von denen mindestens einer aus einer 
Mehrzahl Basen besteht. Dementsprechend ist dann die korre- 
spondierende Primervariante endstandig raU derselben Anzahl 
korrespondierender Basen versehen. Dadurch wird die Wahr- 
scheinlichkeit der Bildung von f alschpositiven Proben dra- 
stisch reduziert. Der Teilbereich kann aus einer spezifischen 
Sequenz oder aus mehreren identischen Basen bestehen. 

Zur Erhohung der KombinationsmOglichkeiten konnen weitere Nu- 
kleinsauresatze verwendet werden, deren NukleinsSurevarianten 
sich im ersten und dritten Seguenzabschnitt unterscheiden 
Z.B. konnen zur Erhbhung der KombinationsmSglichkeiten von 16 
auf 16- die vorbeschriebenen Nukleinsaurevarianten eines Nu- 
kleinsauresatzes mit weiteren Nukleinsaurevarianten koiri>i- 
niert werden, die aus einem zweiten NukleinsSuresatz ausge- 
wahlt sind. Der zweite Nukleinsauresatz unterscheidet sich 
vom ersten Nukleinsauresatz im ersten und dritten Seguenzab- 
schnitt. Analog kann die Kodierungskapazitat durch die Ver- 
wendung von n Nukleinsauresatzen auf le^erhoht werden 
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Der erste und der dritte Sequenzabschnitt weisen vorzugsweise 
die gleiche Anzahl von Nukleotiden auf. Die erste und der 
dritte Sequenzabschnitt sind zweckmSl^igerweise so ausgebil- 
det, dali sie unter vergleichbaren Stringenzbedingungen auf- 
schmelzbar. - Das ermoglicht eine sehr einfache Amplif ikation 
mittels Polymerase- (PGR) oder Ligase-Ketten-Reaktion (LCR) , 

Als Nukleinsauresequenzen konnen selbstverstandlich auch Nu- 
kleinsaurederivatsequenzen, insbesondere proteinartige Nu- 
10 kleinsaure (PNA) oder PhosphortionatnukleinsSuren (PTO) oder 
Hybride davon, verwendet werden. Derartige Nukleinsaurederi- 
vatsequenzen zeichnen sich zum Teil durch eine verbesserte 
Stabilitat aus. 

% 

15 Zum Schutz einer oder mehrerer auf feste Gegenstande aufge- 
tragenen Nukleinsauresequenz/en kann/konnen diese durch eine 
Schutzschicht, wie Wachs, abgedeckt sein. Die Nukleinsaurese- 
quenz/en kann/konnen weiterhin Bestandteil einer auf feste 
Gegenstande auf getragenen Schicht, wie einem Lack, sein. Auch 

20 durch Impregnation oder Mischung kann eine Markierung bewirkt 
werden. 

Zur Identifikation der mindestens einen Nukleinsauresequenz 
wird diese zweckmaBigerweise extrahiert und eine die Nuklein- 
25 sauresequenz enthaltende Lbsung hergestellt. Die Nukleinsau- 
resequenz kann dann unter Verwendung der Primervarianten mit- 
I tels PGR Oder LGR vervielfaitigt werden. Die vervielfaitigte 

Nukleinsauresequenz bzw. das Amplifikat wird zweckmaliigerwei- 
se nachfolgend mittels Fluoreszenz, DNA, Gel-Elektrophorese, 
Restriktionsanalyse, Hybridisierung oder mittels Sequenzie- 
rung nachgewiesen. Der Nachweis mittels Fluoreszenz ist be- 
sonders einfach und schnell durchzufOhren. Er kann direkt in 
einer Mikrotiterplatte erfolgen. 



30 



BNSDOCID: <WO__9913102A1J_> 



PCT/DE98/02615 

WO 99/13102 



10 



ErfindungsgemaB ist zur DurchfUhrung des Verfahrens ein Kit 
I zur Identifikation einer Markierung, wobei der Kit eine erste 

•• Priiuergruppe mit einem zum ersten Sequenzabschnitt korrespon- 

i 5 dierenden ersten Priraerabschnitt und eine zweite Primergruppe 

' mit einem zum dritten Sequenzabschnitt korrespondierenden 

dritten Primerabschnitt aufweist, wobei jede der Primergrup- 
pen vier sich jeweils in mindestens einer zusatzlichen end- 
standig vorgesehen Base unterscheidende Primervarianten um- 
fafit, so dali genau eine Primervariante der ersten Primergrup- 
pe zusammen mit genau einer Primervariante der zweiten Pri- 
mergruppe zur Nukleinsauresequenz komplementar ist. 

i Vorteilhafterweise weisen die Primervarianten dieselbe oder 

^' 15 eine ahnliche Anzahl an Nukleotiden auf . Sie konnen insbeson- 

dere mehr als 10 Nukleotide, vorzugsweise 20 Nukleotide, auf- 
weisen. Insbesondere sind alle Primervarianten mit der Nu- 
kleinsauresequenz unter ahnlichen Oder vergleichbare Strin- 
genzbedingungen auf schmelzbar . 

20 

zur Erleichterung des Handlings kann jede der Primervarianten 
separat von einem Tragermittel aufgenoimnen sein, wobei das 
Tr.germittel eine L5sung, ein Kunststoff und/oder Mikrokap- 
seln ist/sind. Als besonders vorteilhaft wird es angesehen, 
dali jeweils zwei unterschiedliche Primervarianten als Gemisch 
vorliegen, wobei die eine Primervariante aus der erste und 
die andere Primervariante aus der zweiten Primergruppe ausge- 
wahlt ist. 

Der Kit kann selbstverstandlich auch weitere Primergruppen 
enthalten, von denen jede jeweils eine zu einem weiteren Nu- 
kleinsauresatz komplementare Primervariante enthalt. 



^ 25 
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Das Verfahren und der Kit eignen sich insbesondere zur Mar- 
kierung und Identif ikation fester Substanzen, wie Zahlungs- 
mittel, Dokumente, Datentrager und dergleichen. Gleichfalls 
konnen fltissige Stoffe, insbesondere Medikamente, Chemikali- 
5 en, Lebensmittel und dergleichen gasfbrmige Stoffe, insbeson- 
dere Abgase und dergleichen markiert und identif iziert wer- 
den. 

Nachfolgend wird ein Ausftihrungsbeispiel der Erfindung anhand 
10 der Zeichnung beschrieben. Hierin zeigen 

Fig. 1 eine schematisch dargestellte Nukleinsauresequenz, 
Fig. 2 eine tabellarische Obersicht iiber die Koinbinations- 



15 



moglichkeiten des zweiten Sequenzabschnitts, 

Fig. 3 eine Obersicht uber die Kobinationsmoglichkeiten 
rait 2x4 Primervarianten bei der PCR, 

20 Fig. 4 eine schematische Darstellung des Funktionsmecha- 
nismus der Vervielf altigung der Nukleinsauresequen- 
zen mittels PCX, 

Fig. 5 eine Obersicht Uber die Kobinationsm6glichkeiten 
25 ir.it 2x4 Primervarianten bei der LCR, 

Fig. 6 eine schematische Darstellung des Funktionsmecha- 
nismus der Vervielfaltigung der NukleinsSuresequen- 
zen mittels LCR, 

30 

Fig. 7 die Identifizierung eines Codes und 
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Fig. 8 eine scheraatische Darstellung des Funktionsmecha- 
nismus zur Minimierung von Basenf ehipaarungen. 

In Fig. 1 ist schematisch eine Nukleinsauresequenz gezeigt. 
5 Sie besteht aus einer ersten 1 das 5'-terminale Ende bilden- 
den Sequenzabschnitt, einem damit verbundenen zweicer. Se- 
quenzabschnitt 2, der wiederuin mit einem das 3'-terminale En- 
de bildenden dritten Sequenzabschnitt 3 verbunden ist. 

10 Fig. 2 zeigt in einer tabellarischen tJbersicht schenatisch 
die sich aus einer Variation der Basen des zweiten Sequenzab- 
schnitts ergebenden unterschiedlichen Nukleinsaurevarianten. 
Der erste Sequenzabschnitt 1 und der dritte Sequenzabschnitt 
3 bestehen aus jeweils neunzehn Basen. Der diese beiden Se- 

15 quenzabschnitte verbindende zweite Sequenzabschnitt 2 besteht 
aus zwei Basen. Dabei steht A ftir die Base Adenin, G fur Gua- 
nin, C fiir Cytosin und T fur Thymidin. 



20 



Die beiden Basen des zweiten Sequenzabschnitts besetzen die 
Positionen 20 und 21 der Nukleinsauresequenz. Wie au= der 
Fig. 2 ersichtlich ist, kbnnen bei gleichbleibenden- ersten 
und dritten Sequenzabschnitt 1 bzw. 3 durch unterschiedliche 
Besetzung der beiden Basen des zweiten Sequenzabschnitts 2 
sechzehn unterschiedliche Nukleinsaurevarianten dargestellt 
25 werden. Mittels der sechzehn Nukleinsaurevarianten ist 
^ moglich, sechzehn verschiedene Markierungen herzustellen. 



es 



30 



Fig. 3 beschreibt die Kombinationen, welche mit einer ersten 
PGl und einer zweiten Primergruppe PG2 mit je vier Primerva- 
rianten m5glich sind. Der 5'-Abschnitt der Primervarianten 
ist komplementar mit dem ersten bzw. dritten Abschnit- der 
Nukleinsauresequenz N. Das 3 '-Ende der Primervarianten cragt 
jeweils eine der vier Basen A, T, G, C. Durch die Kombinatior. 
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der Primervarianten der ersten PGl und der zweiten Primer- 
gruppe PG2 konnen sich 16 verschiedene Sequenzen im zweiten 
Sequenzabschnitt 2 der Nukleinsauresequenz N hybridisiert 



werden. 



Zur Identifikation insbesondere einer sich lediglich im zwei- 
ten sequenzabschnitt untersc!' - idenden Nukleins^uresequenz 
wird diese zunachst in L5sung gebracht. Die L5sung wird einer 
PCR unterzogen. Wie aus Fig. 4 ersichtlich ist, werden dabei 
10 Primer verwendet, die nur dann mit dem ersten und dritten Se- 
quenzabschnitt 1 bzw. 3 hybridisieren, sofern auch Uberein- 
stimmung mit der sich daran jeweils anschlieUenden Base des 
zweiten Sequenzabschnitts 2 besteht. Zur DurchfUhrung der PCR 
und damit zur Identifikation der Nukleinsauresequenz sind 
15 demzufolge zwei Gruppen unterschiedlicher Primer erforder- 
lich Eine erste Primergruppe PGl waist einen zum ersten Se- 
quenzabschnitt 1 korrespondierenden ersten Primerabschnitt 
auf • eine zweite Primergruppe PG2 weist einen zum dritten Se- 
quenzabschnitt 3 korrespondierenden dritten Primerabschnitt 
20 auf. Jeder der Primergruppe PGl, PG2 umfafit vier Primervari- 
anten PVl - PV8, welche sich in der jeweils endstandig vorge- 
sehenen Base unterscheiden. 

zur Identifikation wird jeweils eine Primervariante PVl - PV4 
der ersten Primergruppe PGl mit einer Primervariante PV5 - 
PV8 der zweiten Primergruppe PG2 kombiniert. Es ergeben sich 
. sechzehn mogliche Kombinationen. Die zu identif izierende Nu- 

kleinsauresequenz enthaltende L5sung wird einer PCR jeder der 
sechzehn Kombinationen unterzogen, Eine Amplifikation wird 
nur dort beobachtet, wo die Primerkombination eine Hybridi- 
sierung mit der zu identif izierenden Nukleinsauresequenz er- 
laubt. Die Identifikation kann z.B. dadurch erfolgen, dali das 
Amplifikat fluoresziert. Die identif izierte Nukleins^urese- 



25 
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quenz kann einem vorgegebenen Zahlenwert zugeordnet werden, 
Dieser Zahlenwert reprasentiert den Code. 

Fig. 5 und 6 zeigen die Kombinationen und den Funktionsmecha- 
nismus bei der Anwendung der LCR. Dabei werden doppelstrangi- 
ge Nukleinsauresquenzen, namlich DNA-Sequenzen, verwendet. 
Zur I-^^ntif ikation kommen doppelstrangige Primervarianten PVl 
- PV8 zum Einsatz, die wiederum aus einer ersten PGl und ei- 
ner zweiten Primergruppe PG2 ausgewahlt sind. 
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Im ersten Zyklus der in Fig. 6 gezeigten Identif izierungsre- 
aktion wird der komplementare Gegenstrang der einzelstrangi- 
gen Nukleinsauresequenz N durch Ligation der komplementaren 
Primervarianten PV4 und PV8 gebildet. In den weiteren Zyklen 
15 wird die Nukleinsauresequenz amplif iziert . Da bei der Identi- 
fizierungsreaktion in jedem LCR-Ansatz nur eine der sechzehn 
moglichen Kombinationen der Primervarianten PVl - PV8 vorhan- 
den ist/ kommt es nur in einer der sechzehn Reaktionsansatze 
zur Amplif iation, 

20 

Fig. 7 zeigt beispielhaft die Identif izierung eines komplexen 
Codes. Der zur Markierung verwendete Stoff enthalt hier vier 
unterschiedliche Nukleinsauresequenzen. Jede der Nukleinsau- 
resequenzen ist aus einem anderen Nukleinsauresatz ausge- 

^ 25 wahlt. Jeder NuKieinsauresatz unterscheidet sich von den an- 

deren Nukleinsauresatzen im ersten und dritten Sequenzab- 

^ schnitt 1 bzw. 3. Die sechzehn Nukleinsaurevarianten jedes 

Nukleinsauresatzes unterscheiden sich wiederum in der Beset- 
zung der beiden Basen des zweiten Sequenzabschnitts 2. 



30 



Zur Identif ikation der Markierung wird eine die vier Nuklein- 
sauresequenzen enthaltende Losung auf eine Mikrotiterplatte 
gegeben, die vier Zeilen Zl - Z4 mit je sechzehn Feldern F 
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aufweist. Die 16 Proben der ersten Zeile Zl warden zur Ampli- 
fikation mit je zwei Primervarianten versetzt, von denen eine 
aus einer ersten PGl und die andere aus einer zweiten Primer- 
gruppe PG2 ausgewahlt sind. Die erste Priraergruppe PGl weist 
einen Sequenzabschnitt auf, der korrespondierend zrnn ersten 
Sequenzabschnitt 1 einer ersten in der Probe befindlichen Nu- 
kleinsauresequenz ist. Die zweite Primergruppe PG2 weist ei- 
nen Sequenzabschnitt auf, der korrespondierend zum dritten 
Sequenzabschnitt 3 der ersten in der Probe befindlichen Nu- 
kleinsauresequenz ist. Die beiden Primervarianten der ersten 
und zweiten Primergruppe, hybridisieren nur dann mit dem er- 
sten und dritten Sequenzabschnitt des ersten Nukleinsauresat- 
zes, wenn Obereinstimmung mit der jeweiligen Base des zweiten 
Sequenzabschnitts 2 besteht. 



Den Proben der zweiten, dritten und vierten Zeile Z2 bis Z4 
werden in analoger Weise jeweils zwei Primervarianten einer 
dritten und vierten, funften und sechsten sowie siebten und 
achten Primergruppe zugesetzt. Die vorerwahnten Primergruppen 
20 korrespondieren wiederum mit dem ersten und/oder dritten Se- 
quenzabschnitt des zweiten, dritten und vierten Nukleinsaure- 
satzes . 

Der Code ist so definiert, dafi der jeweilige Nukleinsauresatz 
25 die Stelle im Code bestimmc. Jeder Nukleinsaurevariante ist 
ein Zahlenwert zugeordnet, welcher die Wertigkeit der Stelle 
bestimmt. Im vorliegenden Beispiel ist der erste Stelle im 
code der Zahlwert zwei, der zweiten Stelle der Zahlenwert 
elf, der dritten Stelle der Zahlenwert sechzehn und der vier- 
30 ten Stelle der Zahlenwert fUnfzehn zugeordnet. 

Die Fig. 8B - 8E zeigen NukleinsSuresequenzen N, bei denen in 
jedem Teilbereich des zweiten Abschnitts 2 mehrere Basen vor- 



• DCX:iO: <W0 9913102A1J_> 



wo 99/13102 



, PCT/DE98/02615 



12 



gesehen sind. Dabei kann es sich gemali Fig. 8B- 8D um .ehrere 
identische Basen handeln. Wie aus Fig. 8E ersichtlich ist 
smd aber auch Kombinationen moglich. Die beiden Teilbereiche 
des zweiten Sequenzabschnitts 2 weisen vorteilhaf terweise 
5 dieselbe Lange auf. 



Bei der Verwendung nur einer Base in einem Teilbereich kann 
es zu emem Mismatch und damit zu PrimerverUngerung kononen. 
Um eine seiche Fehlreaktion zu verhindern, kann der jeweilxge 
10 Teilbereich mit einer Mehrzahl an Basen besetzt sein. 

Die Anzahl der mit dem Verfahren erzeugbaren Codes ninunt mit 
der Anzahl der verwendeten Nukleinsauregruppen exponentiell 
zu. Die Anzahl der dazu erforderlichen Nukleinsauresequenzen 
15 steigt dagegen nur linear. Wie aus der nachfolgenden Tabelle 
ersichtlich ist, kann mit einer verhaltnismaBig kleinen An- 
zahl an unterschiedlichen Nukleinsauresequenzen eine gro6e 
Anzahl an Codes realisiert werden. 



20 



Anzahl der Naklein- 
sSuresatze 


Anzahl der Nuklein- 
saurevarianten 


Anzahl der erzeug- 
baren Codes 


1 


16 = 1 X 16 


ife' = 16 


2 


32 = 2 X 16 


16^ = 256 


3 


48 = 3 X 16 


16^ = 4.096 


4 


64 = 4 X 16 


16* = 65 536 


5 


80 = 5 X 16 


le*" = 1.048.576 


6 


96 = 6 X 16 


le*" = 16.777.216 


7 


112 = 7 X 16 


16^ = 268.435.456 


8 


128 = 8 X 16 


16" = 4.294.967.296 



Eine besonders bevorzugte Aus fUhrungs form besteht aarin, die 
Markierung aus 5 vorgegebenen NukleinsSuresatzen zu bilden. 
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Damlt k5nnen 1.048.576 unterschiedliche Markierungen bereit- 
gestellt warden. - zur Identification wird eine 96-Napf Mi- 
krotxterplatte verwendet, bei der in jedem Napf eine anderes 
aus zwei Primervarianten hergestelltes Gemisch vorgelegt ist 
D.e Primervarianten sind jeweils .it einer fluorophoren Grup- 
IIZTT' " ^P^i^i^ation eine Fluoreszenesignal 

detekt.erbar .st. Aus der jeweiligen Position der Fluores- 
zenzsignale kann auf die Kombination der Pri.ervarianten and 
damxt auf die in der Markierng enthaltenen NukleinsSurese- 
quenz geschlossen werden. Ein solches Verfahren l.Bt sich oh- 
ne groBen Aufwand auto.atisieren. Es ist kostengtlnstig und 
schnell durchfiihrbar . 

Die vorgeschlagene biologische Markierung kann auch in einen 
Strxchcode (Bar-Code) ubersetzt werden. Dabei definiert die 
Anzahl der vorgegebenen Nukleinsauresatze die Anzahl der 
Striche der Strichcodes. Die Stelle des Strichs in. Strxchcode 
wxrd durch die Art des Nukleinsauresatzes und seine Breite 
durch die Nukleinsaurevariante festgelegt. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Markierung von fasten, flussigen oder gas- 
formigen Substanzen, wobei die zu markierende Substanz 
mit mindestens einer synthetisch hergestellten Nuklein- 
sauresequenz (N) versehen wird, di- einen ersten (1) das 
5'-terminale Ende bildenden Sequenzabschnitt, einen damit 
verbundenen zweiten (2) .us mindestens zwei Basen (A, C, 
G, T) bestehenden Sequenzabschnitt und einen damit ver- 
bundenen dritten (3) das ?'-terminale Ende bildenden Se- 
quenzabschnitt aufweist, dadurch gekennzeichnet, dali zur 
Identifikation eine erste Primergruppe (PGl) rait einem 
zum ersten Sequenzabschnitt (1) korrespondierenden ersten 
Primerabschnitt und eine zweite Primergruppe (PG2) mit 
15 einem zum dritten Sequenzabschnitt (3) korrespondierenden 

dritten Primerabschnitt verwendet wird, wobei jede der 
Primergruppen (PGl, PG2) vier, sich jeweils in mindestens 
einer zusatzlichen endstandig vorgesehen Base (A, C, G, 
T) unterscheidende Primervarianten (PVl - PV4; PV5 - PV8) 
20 umfalJt, so dalJ genau eine Primervariante (PVl, PV2, PV3, 

PV4) der ersten Primergruppe (PGl) zusaramen mit genau ei- 
ner Primervariante (PV5, PV6, PV7, PV8) der zweiten Pri- 
mergruppe (PG2) eine Amplfikation der NukleinsSuresequenz 
(N) ermOglicht. 



25 



30 3. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleinsauresequenz (N) mehr als 20 Nukleotide, vor- 
zugsweise 40 Nukleotide, aufweist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
eine Mehrzahl an Nukleinsauresequenzen (N) verwendet 
wird, die im zweiten Sequenzabschnitt (2) sich unter- 
scheiden. 
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4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprviche, wobei 
der zweite Sequenzabschnitt (2) aus zwei Teiibereichen 
besteht, von denen mindestens einer aus einer Mehrzahl 
von Basen (A, C, G, T) besteht. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen iiti ersten (1) und dritten Se- 
quenzabschnitt (3) sich unterscheiden. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der erste (1) und der dritte Sequenzabschnitt (3) die 
gleiche Anzahl an Nukleotiden aufweisen. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (1) und der dritte Sequenzabschnitt (3) unter 
vergleichbaren Stringenzbedingungen auf schmelzbar sind. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
die Primervarianten (PVl - PV8) unter vergleichbaren 
Stringenzbedingungen auf schmelzbar sind. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
als Nukleinsauresequenz (N) eine Nukleinsaurederivatse- 
quenz, insbesondere proteinartige Nukleinsaure (PNA) oder 
Phosphothic-.atnukleinsauren (PTO) oder Hybride davon, 
verwendet wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche/ wobei 
jeder zu markierende Substanz mit mindestens einer unter- 
scheidbaren Nukleinsauresequenz (N) versehen wird. 
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11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobe 
die auf feste Gegenstande aufgetragene Nukleinsaurese- 
quenz (N) durch eine Schutzschicht abgedeckt wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenz (N) Bestandteil einer auf feste 
Gegenstande aufgetragenen Schicht sind. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die zu markierende Substanz mit der Nukleinsauresequenz 
(N) impragniert wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleinsauresequenz (N) dem zu markierenden stoff 
beigemischt wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
zur Identifikation der Markierung die Nukleinsauresequenz 
(N) von der Substanz bzw. dem Gegenstand extrahiert oder 
entfernt wird. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruch., wobei 
eine die extrahierte oder entfernte Nukleinsauresequenz 
(N) enthaltende Losung hergestellt wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die in der LSsung enthaltene Nukleinsauresequenz (N) un- 
ter Verwendung der Primervarianten (PVl - PV8) mittels 
Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) vervielfaltigt werden. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, wobei 
die in der Losung enthaltene Nukleinsauresequenz (N) un- 
ter Verwendung der Primervarianten (PVl - PV8) mittels 
Ligase-Ketten-Reaktion (LCR) vervielfaltigt wird. 
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19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprilche, wobei 
die vervielfaltigte Nukleinsauresequenz (N) mittels Fluo- 
reszenz nachgewiesen wird. 

20. Kit zur Identifikation einer Markierung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dall der Kit eine erste Primer- 
gruppe (PGl) mit einem zum ersten Sequenzabschnitt (1) 
korrespondierenden ersten Primerabschnitt und eine zweite 
primergruppe (PG2) mit einem zum dritten Sequenzabschnitt 
(3) korrespondierenden dritten Primerabschnitt aufweist, 
wobei jede der Pri:...rgruppen (PGl, PG2) vier sich jeweils 
in mindestens einer . zusStzlichen endstandig vorgesehen 
Base (A, C, G, T) unterscheidende Primervarianten (PVl - 
PV4; PV5 - PV8) umfafit, so dafi genau eine Primervariante 
(PVl, PV2, PV3, PV4) der ersten Primergruppe (PGl) zusam- 
men mit genau einer Primervariante (PV5, PV6, PV7, PV8) 
der zweiten Primergruppe (PG2) zur Nukleinsauresequenz 
(N) komplementar ist. 

21. Kit nach Anspruch 20, wobei die Primervarianten Primerva- 
rianten (PVl - PV4; PV5 - PV8) dieselbe oder eine ahnli- 
che Anzahl an Nukleotiden aufweisen. 

22. Kit nach einem der AnsprUche 20 oder 21, wobei die Pri- 
mervarianten (PVl - PV4; PV5 - PV8) mehr als 10 Nukleoti- 
de, vorzugsweise 20 Nukleotide, aufweisen. 

23. Kit nach einem der Ansprtiche 20 bis 22, wobei die Nu- 
kleinsauresequenzen im zweiten Sequenzabschnitt (2) sich 
unterscheiden. 

24. Kit nach einem der AnsprUche 20 bis 23, wobei die jeder 
der Primervarianten (PVl - PV8) separat von eiuem Trager- 
mittel aufgenommen ist. 
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25. Kit nach Anspruch 24, wobei das Tragermittel eine Losung, 
eine Mikrotiterplatte, ein Kunststoff und/oder Mikrokap- 
seln ist/sind. 

26. Kit nach einem der vorhergehenden Anspruche 20 bis 25, 
wobei jeweils zwei unterschiedliche Primervarianten (PVl 
- PV8) als Gemisch an oder in einem Tragermittel aufge- 
nommen sind. 

27. Kit nach einem der vorhergehenden Anspruche 20 bis 26, 
wobei die Primervarianten (PVl - PV8) mit einer fluoro- 
phoren Gruppe versehen sind, so daB bei Amplif ikation ein 
Fluoreszenzsignal detektierbar ist. 




Fig. 1 
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